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SUMMARY 
T h i s  t h e s i s  i s  a c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  theory  o f  LimiLing and S e r i a l  
D i l u t ~ o n  Assays ( L D A k ,  S D A k )  which a r e  used i n  many a r e a s  of b l u r e s e ~ v c h .  
I n  g e n e r a l ,  t h e  aim of  such an assay  i s  t h e  est imaLion o f  t h e  freguency o r  a 
p a r t i c u l a r  c e l l  type  among o t h e r  b u t  s l n l i l a r  c e l l s  (LDA), o r  t h e  e s t i l n ~ u f ~ i o n  
o f  t h e  d e n s i t y  of p a r t i c u l a r  c e l l s  o c  nr~croorganisms p e s  u n i t  volunre of' 
s o l u t i o n  ( S D A ) .  I n  bo th  LDA and SDA t h e  unknown parameter  1s conrnranly 
e s t i m a t e d  by u s i n g  t h e  " s l n g l e - h i t  Po isson  m o d e f ' h i t h  b i n a r y  ( p o s i t i v e  631% 
n e g a t i v e )  d a t a  produced by samples t aken  from d i f f e r e n t  d i l u t i o n s .  I n  rlzls 
s t u d y  r e s e a r c h  h a s  been performed on two impor tan t  s t a t i s t i c a l  i s s u e s  or  
b i o a s s a y s .  These are t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  m-~ exper imenta l  d e s i g n  and L11e 
c h o i c e  o f  t h e  e s t i m a t i o n  techniques  t o  be  used .  
For t h e  s e t u p  o f  a  d e s i g n  f o r  a  EDR o r  SDA one has  t o  choose t h e  nrri~~bcr. 
of  d i l u t i o n s ,  t h e  number o f  r e p l i c a t e s  i n  each  d i l u t i o n  and t h e  (mean) 
number o f  c e l l s / o r g a n i s m s  p e r  r e p l i c a t e .  A d e s i g n  which h a s  been construc.tec.d 
p r o p e r l y  should  t a k e  advantage of  e x i s t i n g  a  p r i o r i  in format ion  of  t h e  
r e s e a r c h e r  and i n c o r p o r a t e  s imple  d e s i g n  parameters  chosen by Lho resei~r-chei" 
i n  such  a way t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  u s e l e s s  d a t a  is  Limited and  the 
p r e c i s i o n  o f  t h e  e s t i m a t o r  i s  c o n t r o l l e d .  I n  Chapter  2 a u s e f u l  and simpJe 
method f o r  s e t t i n g  up a  d e s i g n  on t h e  b a s i s  o f  t h e  r e s e a r c h e r ' s  c r i t e r i a  and 
a p r i o r i  i n f o r m a t i o n  about  t h e  unknown parameler  is p r e s e n t e d .  Ref~ncrncnts  
f o r  t h i s  d e s i g n  method and a  program t o  perform t h e s e  techniques  a r e  
p r e s e n t e d  i n  Chnpter 3. The methods o f  Chapter  2 and 3 r e g a r d  tho 
exper imenta l  d e s i g n  f o r  LDAb and SDA's. 'The b a s i c  d e s i g n  method or ChepLc~.  
2 can be g e n e r a l i z e d  t o  some o t h e r  r e l a t e d  and widely used b i o l o g i c a l  
models, such  a s  t h e  " l o g i s t i c  r e g r e s s i o n  model." which i s  most common i n  
b ioassay .  As the advance in format ion  on two unknown parameters  have t o  YE 
i n c o r p o r a t e d  h e r e ,  t h e  exper imenta l  d e s i g n  is more compl ica ted .  The 
cor responding  g e n e r a l i z a t i o n s  For t h r e e  d l f f e r s n t  cases of advance 
i n f o r m a t i o n  a r e  p r e s e n t e d  i n  Chapte r  4. 
The second main i s s u e  conta ined  i n  t h i s  d ~ s s e r t a t i o n  Is t h e  sltudy of' 
t h e  commonly used estimation methods m d  some b i a s - r e d u c i n g  metl-tods vY~en 
a p p l i e d  t o  dililntxon a n a l y s i s .  In Chapter  5 two convent iona l  s t a t i s t i c a l  
p rocedures  ( t h e  Maximum Likel ihood ( M L )  method and the Minlmurn Chi-syt1ul.e 
(HC) method) a r e  d e s c r i b e d .  For m experiment  wi th  a l l  p o s i t i v e  responses  
t h e  cor responding  a s t i m a t e s  a r e  L n f d n l t e .  Thus, modif ied ML and luiC 
e s t i m a t o r s  a r e  proposed i n  o r d e r  t o  reduce  t h e  b i a s  o f  t h e s e  e s t i m a t o r s  from 
i n f i n i t y  t o  t h e  d e s i r e d  o r d e r .  Idowever, t h e  r e s u l t i n g  e s t i m a t o r s  a r e  s t x l l  
b i a s e d .  L i t t l e  is known about  b i a s  and e f f i c i e n c y  of  t h e  modif ied ML and bfC 
e s t i m a t o r s  when a p p l i e d  t o  d a t a  from d i l u t i o n  exper iments  with s m a l l  o r  
modorate s i z e .  Resampling methods I l k e  %he j a c k k n i f e  and t h e  b o o t s t r a p  
p r o v i d e  err t imatare o f  b i a s  and v a r i a n c e  f o r  m ex t remely  wide c l a s s  of 
a t e t i s t i c s .  I n  g e n e r a l ,  t l rsse  methods a r e  a p p l i e d  t o  jndependent  i d e n t i c a l l y  
d i s t r L b u t e d  [ i i d )  random v a r i a b l e s .  There a r e  a l s o  s e v e r a l  reasons  t o  
c o n s i d e r  some j a c k k n i f e  m d  bootsLrap v e r s i o n s  based on n o n - i i d  v a r i a b l e s .  
I n  Chapte r  6 t h r e e  j a c k k n i f e  and f o u r  b o o t s t r a p  v e r s i o n s  of  t h e  ML method 
a r e  d i s c u s s e d  and a p p l i e d  t o  d i l u t i o n  a n a l y s i s .  
R e s u l t s  on Monte Car lo  compaasson o f  e s t i m a t o r s  have been publ i shed  by 
s e v e r a l  a u t h o r s .  However, t h e r e  is a d l r r i c u l t y  i n  comparing t h e s e  r e s u l t s  
because of  t h e  a b s ~ n c e  of' g e n e r a l l y  accep ted  d e s i g n  methods. Some 
c o n t r o v a r s ~ o s  emerged p a r t l y  a s  a consequence of  t h i s  k i n d  o f  d i f f i c u l t y .  
Research on e s t i m a t o r s  i n  d i l u t i o n  a n a l y s i s  r e q u i r e s  a d e s i g n  method t h a t  
can be  used a s  a  Frame of r e f e r e n c e .  Thus, t h e  des ign  method proposed i n  
Chnpter  2 i s  used f o r  t h e  s i m u l a t i o n  s t u d y  conducted i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n .  A 
PASCAL-program h a s  been w r i t t e n  t o  perform t h e  Monte C a r l o  experiments  f o r  
t h e  comparison of  t h e  s t a t i s t i c a l  methods d e s c r i b e d  i n  Chapte rs  5 and 6 .  The 
s i m u l a t i o n  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  and d i s c u s s e d  i n  Chapte r  7 .  The c r i t e r i a  
used t o  compare t h e  e s t i m a t i o n  methods concern t h e  b i a s ,  t h e  c o e f f i c i e n t  of 
vnl-bation (buscd upon Lhe maan squorc e r r o r )  and tlre r e a l i z e d  conf idence  
I e \ ~ e l  ( i , e .  t h e  proporht.lon of  t imes t h a t  t h e  r e a l i z e d  95% conr idcnce  
i n t e r v n l  c o n t a i n s  t11e t r u e  va lue  o r  t h e  parnmeter ) .  The main r e s u l t s  can be 
snmmarizcd as fo I lows .  The cor rcspanding  j a c k k n i f e  and b o o t s t r a p  v e r s l o n s  of  
t h e  ML, es t i l l intor  a r e  very  s t r o n g l y  r e l a t e d ,  G e n e r a l l y ,  a l l  resampling 
nicLhods reduco t h e  b i a s  of  t h e  ML e s t i m a t o r  s i g r i f i c a n t l y  t o  v a l u e s  around 
z e r o .  Provldcd t l ~ a t  t1-e  design used is n o t  t o o  s m a l l ,  t h e  most p re fe rab le .  
method i s  a p a r t i c u l a r  jockkni fe  v e r s i o r ~  ( o b t a i n e d  by d e l e t i n g  one 
l .ndividua1 r e p l i c a t e  c u l t u r e  a t  a t m e ) .  The WC es txmator  i s  shown t o  be 
i n F e r i o r  t o  t h e  ML e s t i m a t o r .  
SAMENVATTING 
EXPERIMENTEEL OWEXP EjlJ STATISTISCHE ANALYSE 
VAN BIOLOGISCHE VERDUNNINESREEKSEN 
I n  d i t  p r o e f s c l i r i f t  wordt een  b i j d r a g e  g e l e v e r d  aan d e  t h e o r i e  over- 
b i o l o g i s c h e  verdunningsreeksen.  I n  de  l i t e r a t u u r  worden kwee typen 
verdunningsreeksen  ondersche iden ,  t e  weten de  "Limi t ing  D i l u t i o n  A s s a y "  
(LDA) e n  de  " S e r i a l  D i l u t i o n  bssayT' (CDA). B i j  LDA g a a t  h e t  e r  v e e l a l  onr tc 
s c h a t t e n  welke p r o p o r t i e  van e e n  verzameling g e l i j k s o o r t i g e  c e l l e n  een  
bepaa lde  e igenschap  b e z i t .  t e r w i j l  b i j  SDA d e  d i c h t h e i d  vwn een  bepanld typo 
c e l  p e r  volume eenhe id  wordt  g e s c h a t .  Zowel b i j  een  LDA a l s  een S D A  wordt 
b i j  h e t  s c h a t t e n  van d e  onbekende p a r a n e t e r  mees ta l  gebru ik  gemaakt van d e  
v e r o n d e r s t e l l i n g  d a t  l.iet a a n t a l  r e l e v a n t e  c e l l e n  p e r  voluirite eenhe id  e e n  
Poisson  v e r d e l i n g  h e e f t .  e n  d a t  de  aanwezigheid van &&n r e l e v a n t e  c e l  i n  oen 
vollume eenhe id  a l  m e t  zekerhe id  kan worden v a s t g e s t e l d .  Aaiigezieiz d e  Ge 
s c h a t t e n  parameter  onbekend is  en h e t  t e l l e n  vm c e l l e n  doorgaans onmogeli jk  
i s ,  d i e n t  met v e r s c h i l l e n d e  verdunningen gewerkt te worden t e n  e i n d e  
o n a f h a n k e l f j k  w a n  d e  waarde van de  parameter  i n  een  bepaald geb led  een  
s c h a t t i n g  te  kunnen bepa len .  I n  h e t  h i e r  beschreven onderzoek worden zowel 
de  exper imente le  p r o e f o p z e t  als d e  a n a l y s e  vtrn verdunningsreeksen 
b e s t u d e e r d .  
Voor e e n  LDPi of' een SDA d i e n t  b i j  h e t  ontwerp van e e n  experiment  h e t  
a a n t a l  verdunningen gekozen te worden. alsmede h e t  a a n t a l  t e  h e r h a l e n  
bepa l ingen  p e r  verdunning e n  h e t  (gemiddeld) a a n t a l  c e l l e n  p e r  Irerhal ing.  
Een goed onlwerp houdt  reken lng  met de  voo~*kennis  van d e  onderzoeker  en 
beva t  ontwerp parameters  d i e  de s t a t i s t i s c l i e  e igenschappen van hst ontwerp,  
z o a l s  d e  te b e r e i k e n  nauwkeurigheid, bepalen.  I n  hoofds tuk  2 wordt  een 
d e r g e l i j k  ontwerp g e p r e s e n t e e r d .  t e r w i j l  i n  hoofds tuk  3 d i v e r s o  v e r f i j n i n g e n  
worden u i t g e w e r k t  e n  een computer-pniogrmma wordt beschreven daL deze 
technieken  u i t v o e r t .  De b a s i s p r i n c i p e s  uit Izoofdstuk 2 kunnen worden 
g e g e n e r a l i s e e r d  voor  t o e p a s s i n g  op andere  b i o l o g i s c h e  modellen (met twee 
onbekende parameters ]  d i e  s t e r k  aan LDA's en SDll's g e r e l a t e e r d  z i j n .  z o a l s  
h e t  ' Y o g i s t ~ s c h e  r e g r e s s i e  model". Aamgeizien h i e r  de voorkermis met 
b e t r e k k i n g  t o t  twee onbekende parameters  i n  h e t  exper imentee l  ontwerp 
verwerkt  moet worden, i s  een  d e r g e l i j k  ontwerp ingewikkelder .  l i l  hooadstuk !I 
worden voor d r i e  v e r s c h i l l e n d e  geva l l en  van aariwezLge voorkennis  ontwerp 
v o o ~ s t e 3  l e n  gedaan. 
Het tweede hoofd cindecwerp i n  d i t  p roefschr i f" t  b e t r e f t  d e  be s tude r ing  
wen de  gebruiikel.ljke ~chat t ingsnmethoden e n  e n i g e  onzuiverheid-reducerende 
scha t t ingsmethaden  voor t oepas s ing  bij verdunningsreeksen.  I n  hoofdstuk 5 
wot.den twee convent ione le  s c l r a t t e r s  besproken,  namel i jk  d e  '"axiïnum 
Likel ihood" (ML) s c h a t t e r  e n  d e  "Minimum Chi-square* (MC) s c h a t t e r .  B i j  een 
experiment  m e t  a l l e e n  p o s i t i e v e  u i t s l a g e n  z i j n  d e  corresponderende 
s cha t t i ngen  one indig .  Ten e inde  d e  onzuiverhe id  vzn deze  s c h a t t e r s  t e r u g  t e  
brengen t o t  de  gewenste orde .  worden gewi jz igde  NL en  MC s c h a t t e r s  
voo rges t e ld .  Deze s c h a t t e r s  ver tonen  e c h t e r  nog s t e e d s  een onzuiverhe ld ,  d i e  
b i j  experimenten vun k l e i n e  of  bescheiden omvang bezwaa r l i j k  k m  z z j n .  
Vanwege de brede  t o e p a s b a a ~ h e i d  wan zgn.  j ackkni fe  en  b a o t s t r a p  methoden kan 
worden geprabeerd d e  onzuiverhe id  t e  s c h a t t e n  om daarmee een  s c h a t t e r  t e  
cons t rue r en  d i e  minder onzuiver  is. J ackkn i f e  en b o o t s t r a p  methoden 
ve r s cha f f en  ook au tomat i sch  een s c h a t t e r  voor de  v a r i a n t i e .  I n  h e t  algemeen 
worden deze  methoden toegepas t  op onafhankel i jke  e n  i d e n t i e k  verdee lde  
s t o c h a s t i s c h e  va r i abe l en .  D e  s p e c i a l e  t oepas s ing  op verdunningsreeksen 
e c h t e r  s u g g e r e e r t  ook v a r i a n t e n  d i e  z i j n  gebaseerd op ona fhanke l i j ke  maar 
n i e t  Ldentiek verdee lde  va r i abe l en .  I n  hoofdstuk 6 worden d r i e  jackkni fe  en 
v i e r  b o o t s t r a p  v a r i a n t e n  van de  ML methode besproken en t oegepas t  op 
verdunningsreeksen.  
H e t  ontbreken van algemeen geaccepteerde  ontwerpmethoden voor 
verdunningsreeksen maakt h e t  moe i l i j k  om de Wonte CarLo r e s u l t a t e n  van 
v@a.scl~i l l s n d e  onderzoekers  t e  v e r g e l i j k e n .  Sommige t e g e n s t r i  jdi  gheden i n  de 
l i . t o rn tuu r  kunnen h i e r aan  worden toegeschreven.  Oiiderzaek naa r  d e  
c*rgensclia&?pen van s c h a l t e r s  voor d e  onbekende parameter  i n  
verdurinlngcreelcsen v r a a g t  om een ontwerpniethode, d i e  kan worden geb ru ik t  a l s  
een r@fe ren t i ekedo r .  De i n  hoofdstuk 2 beschreven methode i s  h i e rvoo r  
g e s c l ~ i k t  eri wordt geb ru ik t  i n  he t  s i m u l a t i e  onderzoek,  d a t  i n  hoofdstuk 7 
beschreven is. D i t  onderzoek v e r g e l i j k l  m.b.v. een s p e c i a a l  voor d i t  doe l  i n  
PASCAL geschreven programma de  volgende d r i e  eigenschappen van de  i n  
hoofdsilukken 5 e n  6 bcsclireven s c h a t t e r s :  d e  gemiddelde r e l a t i e v e  
onzu ive rhe id ,  de va r i a t i e co&f f i c i t 2n t  ( a f g e l e i d  van de  gemiddelde 
kwadïa t i sche  f o u t )  e n  de  p r o p o r t i e  van het a a n t a l  keren d a t  h e t  
g e r e a l i s e e r d e  95% bet~~oeiwbaarheidsinterval d e  w e r k e l i j k e  waarde van de  
parameter  b e v a t .  D e  b e l m g r i j k s t e  r e s u l t a t e i z  kunnen a l s v o l g t  warden 
samengevat.  D e  met e l k a a r  corresponderende j a c k h i f e  en bootstn'ap vairianten 
hebben s t e r k  o p  e l k a a r  g e l i j k e n d e  eigenschappen.  I n  h e t  algemeen reduceren 
z e  d e  onzuiverhe id  van d e  ML s c h a t t e r  s i g n i f i c a n t  t o t  t ~ a a r d e n  rond n u l ,  ?fits 
h e t  ontwerp e e n  voldoend a a n t a l  e lementis i re  bepa l ingen  bevat kan worden 
g e s t e l d  da t  d e  j a c k k n i f e  v a r i a n t  d i e  wordt verkregen  door  h e t  b e u r t e l i n g s  
weglaten van &én e l e a e r u t a i r e  b e p a l i n g  de  voorkeur  g e n î e t .  Van de  MC s c l l a t t e r  
wordt  aangetoond,  d a t  d e z e  n i e t  t e  v e r k i e z e n  2s boven de  ML s c h a t t e r ,  
